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本論文では、大腸菌リボヌクレアーゼ HI (RN ase HI)の触媒機構に関する研究を行い、同じタンパク質スーパー
ファミリーの他の酵素の触媒機構との類似点について論じている。
序論では、タンパク質スーパーファミリーを念頭において研究を行うことの重要性及び、 RNase H とそれが属する
ポリヌクレオチド基転位酵素スーパーファミリーの酵素の触媒機構に関する研究の背景に触れ、本研究の目的につい
て述べている。
第一章では、大腸菌 RNase HI の活性部位における基質 RNA鎖との相互作用に関する情報を得ることを目的に、
RNase H の触媒作用への基質 3' 側隣接リン酸基の寄与を解析している。この基質 3' 側隣接リン酸基の触媒作用へ
の寄与は、 RNase H と同じファミリーに属する Type-II制限酵素に対して提案されている。その結果、基質の 3' 側
隣接リン酸基は、 His124 のイミノプロトンと pro-Rp 酸素原子の聞に水素結合を形成することにより、リン酸基を求
核攻撃する水酸化物イオンを活性化するのに最適な位置に His124 を配向させるのに寄与していることを明らかにし
ている。このような大腸菌 RNase HI の触媒反応での 3' 側隣接リン酸基の寄与は、 Type- II 制限酵素でのリン酸基を
求核攻撃する水酸化物イオンの活性化に関与する残基を助けるという点で類似している。この点から、 RNase H と同
じファミリーの他の酵素にもこれらのことがあてはまる可能性があることを示唆している。
第二章では、 RNaseH の金属結合部位や触媒機構に関して有益な情報を得ることを目的に、二価金属イオンの代わ
りにアミノ酸置換により活性部位に正電荷を導入した DI0R/E48R 変異型 RNase HI の詳細な酵素学的諸特性の解析
を行っている。その結果、本変異型酵素が核酸と強く結合し、インビボ、インピトロ両方の条件で不活性であること
を明らかにしている。以前の報告と矛盾する今回の結果は、 RNase H 活性測定法の相違によると考えられる。この結
果は、これまで提案されている触媒機構が正しいことを示唆している。
第三章では、 Mn2十存在下と Mg2+ 存在下での大腸菌 RNase HI の触媒機構の違いを明らかにすることを目的に、
活性部位変異型酵素の Mn2+ 存在下での活性を調べると共に、 Mn2十結合様式の解析を行っている。その結果、 Glu48
と ASp134 が大腸菌 RNase HI の Mn2+ 依存性の活性に必須でないことを示している。また、野生型酵素と変異型酵
素による基質の切断特異性の比較、 Mn2+ イオンの結合分析により、一つめの Mn2+ が Glu48 や ASp134 の変異型酵
素に Site 1 又はその付近の部位で、野生型酵素に比べ弱し、親和性ながら結合することを示唆している。これらのこと
から、 Mg2+ 存在下の触媒機構とは異なる、 Glu48 と ASp134 を必要としない新たな One-Mn2+ form の触媒機構を提
案している。
第四章では、第三章で示唆された Glu48 や ASp134 の変異型酵素の Mn2+ 結合部位は、酵素の活性化に必要な一つ
めの Mn2+ 結合部位を反映していると考えられるので、その部位を同定することを目的に、 E48A1D134NC 変異型酵
素と Mn2+ との複合体の結晶構造解析を行っている。その結果、 Mn2+ イオンは二つの分子の活性部位にそれぞれ一
つだけ、 ASpl0 と ASp70 の聞に比較的高い温度因子でもって結合しており、その位置はわずかに異なることを明らか
にしている。このことから、酵素の活性化に必要な Mn2+ は、 ASpl0 と ASp70 の聞を揺らぎながら結合しており、
触媒作用の各過程で最適な位置を移動している可能性を示している。また、 His124 の Mn2+ 依存性の活性における
役割についても解析を行い、 Mg2+ の時と同様に、触媒作用に重大な影響を与えていることを示している。それに加
え、 His124 と Mn2+ 結合の聞に何らかの相関関係、があることも示している。
総括では、本研究から得られた知見をもとに、ポリヌクレオチド基転位酵素スーパーファミリーの酵素の触媒機構
に関する問題を解決する新たな提案を行っている。また、エイズウイルスの RNase H ドメインと大腸菌 RNase HI 
の類似性を踏まえた上で、今回得られた知見がエイズ治療薬としての RNase H 活性阻害剤設計に寄与することにも
言及している。
論文審査の結果の要旨
本研究は、大腸菌 RNase HI の触媒機構に関して、同じタンパク質ファミリーの他の酵素の触媒機構との類似点を
念頭におき、触媒作用における基質の寄与や二価金属イオンの役割を明らかにすることを目的として行われた結果、
以下に示す知見を得ている。第一章では、 RNase H の触媒作用への基質 3' 側隣接リン酸基の寄与を解析し、このリ
ン酸基が RNaseH と同じファミリーに属するType- II 制限酵素同様 RNase H の触媒作用に対しても寄与しているこ
とを明らかにしている。第二章では、二価金属イオンの代わりにアミノ酸置換により活性部位に正電荷を導入した
DI0R/E48R 変異型 RNase HI の解析を行い、本変異型酵素がインピボ、インピトロ両方の条件で不活性であること
を明らかにしている。第三章では、大腸菌 RNase HI 活性部位変異型酵素の Mn2+ 存在下での活性を調べると共に
Mn2+ 結合様式の解析を行い、 Glu48 と ASp134 が大腸菌 RNase HI の Mn2+ 依存性の活性にも Mn2+ 結合にも必須
でないことを明らかにしている。第四章では、 E48A1D134NC 変異型酵素と Mn2+ の複合体の結晶構造解析を行い、
酵素の活性化に必要な Mn2+ は ASpl0 と ASp70 の聞を揺らぎながら結合しており、触媒作用の各過程で最適な位置
を移動している可能性を示している。最後に総括において、これらの知見に基づいて、ポリヌクレオチド基転位酵素
スーパーファミリーの酵素の触媒機構に関する問題を解決する新たな提案を行っている。
以上のように、本論文は大腸菌 RNase HI とポリヌクレオチド基転位酵素スーパーファミリーの酵素の触媒機構に
関する類似点を指摘し、これらのタンパク質ファミリー酵素の触媒機構を理解する上で有益な知見を与えるものであ
り、本論文は博士論文として価値あるものと認める。
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